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Met meer dan 600 verschillende soorten bacteriën en andere micro-organismen is de mond één 
van de meest diverse microbiële habitats in het menselijk lichaam1. Porphyromonas gingivalis is 
één van deze bacteriesoorten. Hoewel P. gingivalis minder dan 0,01% van ons orale microbioom 
vertegenwoordigt, is deze bacterie één van de belangrijkste spelers bij ziektes in de mond, zoals de 
veel voorkomende tandvleesontstekingen en parodontitis2. P. gingivalis is in staat om het microbiële 
evenwicht in een gezonde mond naar een ongezonde “dysbiotische” situatie te laten kantelen, die 
gekenmerkt wordt door ontsteking en destructie van de weefsels die de tanden omgeven, het 
zogenaamde parodontium. Onlangs zijn parodontitis en P. gingivalis ook in verband gebracht met 
de ernstige ontstekingsziekte reumatoïde artritis (RA), omdat personen met parodontitis een twee keer 
hoger risico hebben om RA te ontwikkelen dan personen met een gezond parodontium3,4. Maar hoe 
kan een enkele, in lage hoeveelheden voorkomende bacteriesoort bijdragen aan grote veranderingen 
in het orale microbioom en daardoor een impact hebben op de toestand van het parodontium en 
diverse andere delen van het menselijk lichaam, zoals de synoviale gewrichten?  Het doel van het 
promotieonderzoek beschreven in dit proefschrift was de vele rollen van P. gingivalis in de interacties 
met zijn humane gastheer te onderzoeken. Speciale nadruk werd daarbij gelegd op de productie 
van gesecreteerde virulentiefactoren en het  P. gingivalis peptidyl-arginine-deïminase (PPAD) in het 
bijzonder. Dit enzym katalyseert de omzetting van positief geladen arginine residuen in een eiwitketen 
tot neutrale citrulline residuen in een proces dat eiwitcitrullinering genoemd wordt. Het gevolg 
hiervan is dat het gecitrullineerde eiwit verandert met betrekking tot zijn lading, vorm, activiteit en 
herkenbaarheid door het humane immuunsysteem. 
 Virulentiefactoren zijn moleculen (vaak eiwitten) die een bacterie helpen om verschillende 
gastheerweefsels of lichaamsdelen te koloniseren of binnen te dringen. Hiertoe faciliteren ze 
de hechting van de bacterie aan gastheercellen en weefsels, het verkrijgen van nutriënten ten 
koste van de gastheer, weefseldestructie en eliminatie of ontwijking van het immuunsysteem. Er 
zijn verschillende manieren om virulentiefactoren te bestuderen die allemaal de basisprincipes van 
de moleculaire biologie volgen, namelijk de transcriptie van DNA in RNA en de translatie van RNA in 
eiwitten. Dienovereenkomstig is het hier beschreven onderzoek begonnen met de vraag of het gen, 
dat PPAD codeert, behoort tot het kerngenoom van P. gingivalis. In Hoofdstuk 2 van dit proefschrift 
wordt aangetoond dat dit gen strikt geconserveerd is in een 100-tal klinische P. gingivalis isolaten 
die verkregen werden uit patiënten met parodontitis.  Verder werd door middel van database-
onderzoek aangetoond, dat het PPAD-enzym een  uniek kenmerk is van P. gingivalis, dat in geen enkele 
andere humane ziekteverwekker voorkomt.  Terwijl de enzymatische activiteit van PPAD reeds bekend 
was bij aanvang van het hier beschreven onderzoek, was de biologische en klinische relevantie van 
dit enzym op dat moment nog niet duidelijk. Als PPAD echter niet belangrijk zou zijn voor de P. 
gingivalis bacterie in de ecologische niche van de mond, dan zou het PPAD-gen waarschijnlijk geen 
deel uitmaken van het kerngenoom. Daarom was een tweede doel van de studies, beschreven 
in hoofdstuk 2, om het citrullinerende vermogen van P. gingivalis isolaten uit parodontitis patiënten, 
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RA-patiënten en gezonde individuen te vergelijken. Er kon echter geen duidelijk verschil in de algemene 
citrullineringspatronen gedetecteerd worden bij de verschillende onderzochte isolaten, wat consistent 
is met de strikte conservering van het PPAD-gen.
 Een volgende vraag die beantwoord moest worden was of de 100 klinische P. gingivalis 
isolaten hun PPAD-genen daadwerkelijk tot expressie brengen. Dit werd onderzocht met behulp van de 
experimenten beschreven in hoofdstuk 3, waarbij de sub-cellulaire lokalisatie van PPAD geanalyseerd 
werd. Vanuit een bacterieel perspectief is het van cruciaal belang dat virulentiefactoren niet alleen 
efficiënt geproduceerd worden, maar ook dat ze worden uitgescheiden en afgeleverd op een 
geschikte doellocatie in de gastheer. Om hun effecten op gastheercellen effectief uit te oefenen, 
moeten virulentiefactoren daarom op het oppervlak van de bacteriële cel of in het extracellulaire milieu 
gelokaliseerd zijn. In Gram-negatieve bacteriën, zoals P. gingivalis, wordt dit doel in eerste instantie bereikt 
met behulp van verschillende eiwittransportsystemen die de passage van virulentiefactoren vanuit het 
cytoplasma over de binnen- en buitenmembranen van de celenvelop faciliteren. De daaropvolgende 
secretie van virulentiefactoren in het gastheermilieu kan op twee manieren plaatsvinden, namelijk in 
de vorm van individuele wateroplosbare eiwitten of in associatie met membraanblaasjes die van de 
buitenmembraan afgesnoerd worden. Laatstgenoemde membraanblaasjes worden daarom vaak “outer 
membrane vesicles” of OMVs genoemd. Voor PPAD worden beide manieren van secretie simultaan 
door de P. gingivalis bacterie gebruikt, zoals beschreven in hoofdstuk 3. De meeste onderzochte 
isolaten scheiden PPAD voornamelijk in de OMV-gebonden toestand uit en in mindere mate als een 
oplosbaar eiwit.  Een beperkt aantal klinische isolaten scheidt PPAD echter voornamelijk in een oplosbare 
vorm uit. De reductie van PPAD-associatie met OMVs is genetisch geassocieerd met een specifieke 
aminozuursubstitutie, waarbij een glutamine-residu op positie 373 in de eiwitketen vervangen is door 
een lysine-residu. Deze substitutie lijkt de binding van PPAD aan de buitenmembraan in sterke mate te 
remmen. Desondanks kan de waargenomen aminozuursubstitutie niet geassocieerd worden met een 
bepaald ziektebeeld, hetgeen suggereert dat de OMV-associatie van PPAD niet per sé essentieel is voor 
de interactie van P. gingivalis met de menselijke gastheer.
 Terwijl de hoofdstukken 2 en 3 van dit proefschrift zich met name richten op de rol van PPAD 
als een gesecreteerde virulentiefactor, handelt hoofdstuk 4 over het volledige extracellulaire 
proteoom en citrullinoom van P. gingivalis. Gecitrullineerde eiwitten zijn betrokken bij de pathogenese 
van RA, aangezien patiënten met RA in verhoogde mate auto-antistoffen tegen gecitrullineerde 
eiwitten ontwikkelen. Dit proces begint vaak al 10 jaar voordat de klinische symptomen van RA zich 
manifesteren5. Doel van het onderzoek beschreven in hoofdstuk 4 was daarom om te bepalen welke P. 
gingivalis-eiwitten efficiënt worden uitgescheiden in het extracellulaire milieu en welke van deze eiwitten 
door PPAD gecitrullineerd zijn. Door de implementatie van geavanceerde massaspectrometrie (MS) 
was het mogelijk om ongeveer 250 extracellulaire eiwitten te detecteren waarvan, afhankelijk van het 
geanalyseerde isolaat, zes tot 25 eiwitten gecitrullineerd bleken te zijn. De gecitrullineerde eiwitten 
omvatten belangrijke virulentiefactoren, zoals de protease RgpA en de fimbriae waarmee P. gingivalis 
zich aan humane weefsels kan hechten. PPAD  bleek in sommige gevallen ook zelf  gecitrullineerd te 







technisch zeer uitdagend is door het kleine massaverschil van slechts 1 Dalton, dat gepaard gaat met 
deze eiwitmodificatie. Hierdoor kunnen met name kleine variaties in eiwitcitrullinatie of zelfs volledige 
gecitrullineerde eiwitten gemakkelijk over het hoofd gezien worden. Dit laatste geldt overigens 
in nog sterkere mate voor de citrullinatie-assay die gebruikt werd voor de studies in hoofdstuk 2. 
Daarom vormde de implementatie van MS voor de detectie van eiwitcitrullinatie, zoals beschreven 
in hoofdstuk 4, een aanzienlijke technologische verbetering, waarmee voor het eerst aangetoond 
kon worden welke bacteriële eiwitten daadwerkelijk gecitrullineerd worden. Deze eiwitten vormen 
potentiële aangrijpingspunten voor toekomstige therapieën tegen parodontitis en RA, met name gezien 
de ogenschijnlijk belangrijke rol van gecitrullineerde eiwitten bij het ontstaan van  deze aandoeningen.
 Zoals hierboven vermeld, was het volledige spectrum van biologische functies van PPAD nog 
niet bekend bij de aanvang van dit promotieonderzoek ondanks verschillende eerdere studies, waarin 
PPAD voor het eerst gepresenteerd werd als een mogelijke virulentiefactor die aangrijpt op verschillende 
gastheercellen6,7. Hoofdstuk 5 van dit proefschrift documenteert voor het eerst welke effecten het PPAD-
enzym heeft op het aangeboren immuunsysteem dat belangrijke bacterie-killers omvat, waaronder 
immuuncellen zoals neutrofielen en positief-geladen antimicrobiële peptides. Het bleek dat PPAD op 
drie verschillende manieren kan werken, namelijk door i. de remming van opname en destructie van 
P. gingivalis door neutrofielen, ii. inhibitie van de vorming van zogenaamde “neutrophil extracellular 
traps” (NETs) bestaande uit DNA-structuren, waarin P. gingivalis letterlijk door neutrofielen gevangen 
kan worden, en iii. de neutralisatie van positief-geladen antimicrobiële peptides zoals het LP9-peptide, 
dat afgesplitst wordt van het humane antibacteriële eiwit lysozym. Alle drie mechanismen zijn cruciale 
elementen van het aangeboren immuunsysteem en P. gingivalis kan klaarblijkelijk succesvol aan deze 
afweermechanismen ontsnappen met behulp van het gesecreteerde PPAD-enzym. Het belang van 
PPAD werd verder onderstreept door de observatie, dat PPAD-deficiënte mutanten van P. gingivalis veel 
minder virulent waren in een dierlijk infectiemodel, de wasmot Galleria mellonella, vergeleken met de 
PPAD-producerende wild-type stammen.
 Het onderzoek gepresenteerd in het laatste experimentele hoofdstuk 6 was gericht op het bepalen 
van de effecten van P. gingivalis en PPAD op het proteoom en citrullinoom van menselijke immuuncellen, 
te weten de neutrofielen en macrofagen. In overeenstemming met de waarnemingen beschreven in 
hoofdstuk 5 blijkt PPAD in deze studies ook een kritische factor in de regulatie van afweereiwitten van de 
gastheer die betrokken zijn bij opname en destructie van bacteriën en de vorming van NETs. Meerdere 
van deze belangrijke afweerfactoren van de gastheer blijken ook gecitrullineerd te worden. Alle 
resultaten tezamen beschouwd lijkt het er op dat met name de interacties tussen P. gingivalis en 
neutrofielen een hoofdrol spelen bij parodontitis en RA. Deze interacties verdienen daarom extra 
aandacht bij toekomstig onderzoek naar de exacte rol die P. gingivalis speelt bij het ontstaan van deze 
ziekte. Deze mening wordt nog eens onderstreept door de ongepubliceerde waarneming, dat de groei 
van P. gingivalis in vitro aanzienlijk gestimuleerd kan worden door humane neutrofielen aan te bieden 
als een soort ‘voedingssupplement’ voor de bacterie (hoofdstuk 7).
 Samenvattend kan geconcludeerd worden dat het huidige promotieonderzoek een aantal 
belangrijke nieuwe inzichten heeft opgeleverd in de vroege interacties tussen P. gingivalis en het 
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humane immuunsysteem, waarbij het PPAD-enzym een sleutelrol vervult. Op dit moment zijn 
de precieze mechanismen die vervolgens bepalen hoe P. gingivalis de auto-immuniteit zou kunnen 
veroorzaken die leidt tot RA nog grotendeels onbekend. Met het oog op de ernstige consequenties van 
auto-immuunziekten zoals RA voor de kwaliteit van leven van patiënten met deze ziekte zou toekomstig 
onderzoek zich vooral moeten richten op de vraag, hoe een enkele bacterie de samenstelling van 
het mond-microbioom kan ontregelen en de ernstige systemische effecten kan veroorzaken die met 
RA gepaard gaan. Met name onderzoek naar de onderliggende causale verbanden en de directe of 
indirecte rol van PPAD verdient nader onderzoek. Wellicht zal het dan met de verworven kennis mogelijk 
zijn om chronische ontstekingsziekten als RA te voorkomen of te behandelen door een therapie die zo 
eenvoudig is als een vaccinatie tegen ‘slechte’ bacteriën of een toediening van nuttige bacteriën in de 
vorm van probiotica. Dergelijke therapieën zouden een belangrijke stap voorwaarts zijn in het streven 
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Sinterklaas dinners and volleyball tournaments. Thank you, Hermie, for your help with all the difficult 
anaerobic bacteria and thank you for some fun times during our lab outings. Thank you, Dennis and 
Rense, for showing me around in the lab in the beginning and for helping with lots of lab-related stuff, 
but also for lots of fun conversations during our social events. Dennis, I hope that you are enjoying your 
retirement with some relaxing golf playing, and Rense, I hope that you are still going swimming in ice 
water regularly. Thank you, Eleni and Jolanda, for all your help in the beginning and for staying at the 
MolBac lab until the end of my stay, you were actually two of the few people that did not leave the lab in 
the meantime. It was nice to work together with you in some small projects. Thank you, Ewoud, Ruben, 
Francisco, Magda, Vivianne, Emma, Henrik and Federico, for being part of my early MolBac years and 
for showing me how to perform proper research. Thank you, Mirja and Janine, for being very nice 
colleagues for a few months and for lots of fun moments outside of the lab during your studies. Thank 
you, Lisanne and Marjolein, for working together on the antibiotics project. It was fun to get involved in 
some more clinical projects, as well. Thank you, Sjouke, for showing me how to make proper coffee and 
for actually drinking all this coffee together every day, discussing with Jolanda and me about our kids 
at home. Thank you, Marina, for always being crazy and funny and for all your enthusiasm and interest 
in Ezra. Thank you, Margarita, for all the nice conversations we had about life. Thank you, Rocio, for 
trying to keep the lab well-organized and for some nice climbing sessions together. Thank you, Elisa, for 
managing all the problems with the flow and the LAF together and thank you, Elisa and Mafalda, for the 
fun travelling times in Nepal. Thank you, Stefano and Minia, for accompanying me during a short time 
of my PhD. It was always fun with you and I hope we will see each other and have some drinks together 
in the future. Thank you, Xin, for all the discussions about proteomics and Galleria larvae. Thank you, 
Francis, Rita, Gabriela, Usma and Yaremit for being great colleagues. Although I did not see you very 
often, you were always kind and nice with me. 
 My students: Thank you very much, Marines, Dillon, Rianne and Lianne, for being the best 
students I could imagine. You were all super smart and independent. But at the same time, you also 
showed me how to be a good supervisor. Through you, I noticed that supervising students, or working 
with other people in general, is the thing that I enjoy the most of working as a researcher. I am happy 
to see that you are all developing exceptionally well and that you are all making your way in the field of 
sciences. Thank you, Marines for mastering the challenge of making those neutrophil invasion assays 
work. It took us more than three years to get good results, but in the end, everything worked out 
amazingly, resulting in a great publication. Thank you also for making all these beautiful images for 
my thesis. I hope that I acknowledged you sufficiently in the respective chapters. Thank you, Dillon for 
being such a good friend and buddy, for enjoying all these specials beers together and for always playing 
great music in the lab.
 The Rheumatology and Clinical Immunology lab: Thank you Hannie, Liesbeth, Menke, Koen, 
Johan, Jarnick and Aad for all your help with the immunology part of my project. Without you, we could 
not have performed the host-pathogen interaction experiments. Thank you, Liesbeth, for helping with 
the ethical approval of the experiments. Thank you, Menke, for starting up the project with Arie Jan, 
Giorgio and me, and for all the periodontal work you did for us. Thank you, Koen, for all the neutrophil 
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Luminex and the Mesoscale. I am still disappointed that the method did not work in the end. But I am 
sure that you will make it work at some point. A big thanks also for all the voluntary blood donors and 
the people who drew the blood every week for us so that we could run the neutrophil invasion assays.
 The proteomics facility in Greifswald: Thank you, Dörte, Andreas, Sabryna and Thomas, for all 
your help with the mass spectrometry experiments. You are really THE experts in the field of bacterial 
proteomics. I was very glad that I could visit you several times so that you could show me around in your 
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the analysis of the data. Without you, my thesis would have been less than half of the size as it is now.
 Groningen University Institute for Drug Exploration (GUIDE): Thank you, GUIDE, for sponsoring my 
three-year PhD project and for even granting me a fourth year to finish all my work that I started during 
the first three years. For me it was an amazing and unique opportunity to write my own PhD proposal, 
and then even perform the research myself. Thank you also for the financial support for visiting lots of 
conferences and courses during my PhD and also for the financial support for printing my thesis.
 Medical and Pharmaceutical Drug Innovation (MPDI): MPDI was the Topmaster program that 
I followed at the University of Groningen before starting my PhD. Thank you, Han and Desiree for 
accepting me for this amazing study and for giving me the chance to meet lots of top researchers and 
to make lots of friends during the study.
 The Weyand Lab: During my MPDI studies, I stayed for 7 months at Stanford University in the 
Weyand lab. Thank you, Connie and Bryan, for giving me the chance to stay at such a top university and 
lab for a few months, and to collect lots of precious experience that helped me to successfully finish my 
PhD.
 The BRAIN-study in Wageningen: Since 2018 I started to work as a postdoc researcher at the 
University of Wageningen, being part of the BRAIN-study team. Thank you very much, Lidy, Saartje and 
Michiel, for accepting me for this amazing task. Thank you for giving me the freedom to finish my PhD 
thesis during this first year of my postdoc time, and for giving me so many opportunities to grow and 
develop in the sciences world.
 Bregje Jaspers from Proefschriftontwerp.nl: Thank you very much, Bregje, for making the layout 
and design of my PhD thesis. When I saw examples of other theses, that you designed, I was immediately 
convinced that you will make something beautiful out of my thesis manuscript. Thank you for delivering 
such a nice final version of the thesis which I will proudly share with my colleagues and friends and 
which gets a very special spot in my bookshelf at home.
 My friends: Thank you to all my friends from all over the world for always supporting me and 
giving me energy and motivation for my scientific career. In particular, I would like to mention my friends 
from Groningen. Thank you, the three “G’s” (Gaby, Georgia, Guido) and Suruchi, for being some of my 
closest friends from the beginning of our studies on. Thank you for starting the “Lekkers” group and for 
having numerous dinners, parties, drinks and doing other fun activities together. I hope, that we will 
stay friends for a very long time, although we now live quite far apart from each other. Thank you, Berit, 
for becoming such a good friend and for discussing so many work-related and non-work-related things 






during our weekly climbing sessions. Actually, the climbing was one of the main things that helped me 
to keep a healthy balance during my PhD. Thank you, Sonja, David and Ralf, for joining me on the path 
of a scientific career after our Bachelor studies. I am very happy that we are still friends after such a long 
time and that we actually take the time to still see each other regularly. I also appreciate it a lot that we 
could discuss our research with each other and help each other whenever it is needed. Thank you to my 
friends from Moreno Avenue: Monika (and Pieter), Nicolò, Ben, Leonie, Marjolein and Alex. The time 
with you in California was unforgettable and I am happy that we still talk once in a while. Monika, thank 
you for all the motivating discussions about research life. Thank you also to all my high-school friends, 
Kira (and Guido), Maike, Carsten, Ravenna, Tamara, Bastian, Kathy and Huffy for always showing interest 
in my research and for still seeing each other regularly and discussing what kind of surprises life brings 
for us. Thank you, Marion for being such a great friend for so many years. I am glad that we had so many 
supporting phone calls and conversations during all these years and that we could help each other that 
much during our PhDs that were full of obstacles.
Liebe Mama, Papa und Katrin! Ich bin euch unglaublich dankbar für all eure Unterstützung. Ihr habt 
mich in allem was ich gemacht habe geistig und finanziell unterstützt. Seitdem ich vor vielen Jahren 
beschlossen habe, dass ich gerne Forscher möchten werden, konnte ich immer auf eure Hilfe zählen. 
Ich wusste, dass es ein langer und schwerer Weg werden wird, um vielleicht irgendwann mal Dr. oder 
sogar Professor zu werden, aber das war für euch kein Problem. Ihr habt es mir ermöglicht, um fünf 
Jahre lang in vier verschiedenen Ländern zu studieren und viel Erfahrung zu sammeln. Ihr habt euch 
immer unglaublich mit mir gefreut, bei allen kleinen oder großen Dingen die ich erreicht habe. Ohne 
eure Hilfe wäre ich wahrscheinlich nie so weit gekommen und wäre ich jetzt nicht da wo ich bin. Ich 
hoffe, dass ihr euch auch jetzt wieder unglaublich freut und dass ihr stolze Eltern sein könnt, da ihr 
euren Sohn/Bruder schon bald Dr. Stobernack nennen könnt.
Dankjewel, Naomi voor al je ondersteuning tijdens mijn promotieonderzoek. Toen ik jou leerde kennen, 
was ik net bezig met het afronden van mijn masterstudie. Het was al snel duidelijk dat ik in Groningen 
zal blijven voor mijn promotie, en jij woonde natuurlijk toen al in Nijmegen. Ik ben ontzettend blij dat 
we toch ervoor gekozen hebben om dit gewoon te doen. Het was natuurlijk soms heel zwaar, om elkaar 
alleen maar in het weekend te zien, maar het was ook echt een geweldig gevoel om elke vrijdagmiddag 
in de auto te zitten op de weg naar jou, of in Groningen te zitten, een lekker diner te koken en te 
wachten dat mijn vriendin/vrouw me komt bezoeken. Op deze manier heb ik bijna alle weekenden met 
jou werk-vrij kunnen houden, wat me weer veel energie voor de komende week gaf.  We hadden ook 
ervoor gekozen om tijdens mijn promotie een gezin te starten. Het is een eindeloze discussie wanneer 
nou eigenlijk het beste moment is om kinderen te krijgen. Tijdens de promotie is het om eerlijk te zijn 
geen heel verkeerd moment. Ik merkte wel dat de tijd steeds krapper werd, steeds minder slaap, steeds 
meer werk. Maar we hebben het wel allemaal prima geregeld. Ezra, ik hoop dat je over een paar jaar 
ook mijn boekje zal lezen en dat ik je enthousiast kan maken voor onderzoek over bacteriën en het 
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immuunsysteem. Wie weet, word jij misschien de grootste onderzoeker van de komende generatie. Ik 
ben ontzettend dankbaar voor al jullie steun tijdens de afgelopen jaren.
Thank you very much, everyone!
Tim
Nijmegen, 16th of May 2019
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